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Abstract of DEI 9605753 

Method and apparatus for quantitatively and 
qualitatively detecting, within minutes, the 
presence of microorganisms in sub- ppb 
concentrations, in aerobic and anaerobic 
conditions, or in the transitional state of 
mesophilic, psychtropic or thermophilic 
bacteria, where the novelty is that in a reaction 
vessel (1), a test sample is provided with the 
optimum growth conditions, controlled 
temperature and buffered nutrient, for a 
particular or general bacteria; the metabolic 
products are collected separately from the 
bacteria and nutrient; and are accumulated 
before analysis. 
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Prufungsantrag gem. S 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren und Vorrichtung zur Detektion von stoffvvachselalctiven, unlidierten, ungestresstan 
Mikroorganlsmen - quanttotiv und qualitativ im »Sub-ppb-Berelchff fnnerhalb von Minuten 

@ Das Varfahren und die Vornchtung diant zur schnellan 
Detelction von stoffwechseiak^n, uniadtarten, unoestraft- 
ten Mikroorganisman - quantitativ und qualitativ im 'Sub- 
ppb'Berelch' innerhalb von kCifzester Zeit in der Ragel nur 
Minuten und keina Stunden - im "ON-UNE-Batrieb* ala 
quasi 'Reat-Time-Methoda'. 

Stoffwechsel-Zwischen- bzw. End-Produkta von Mikroorga- 
nisman In einer unter bestlmmten Bedingungen optimierten 
'ICuttur* (3) in einer spezialian 'Gas-Reaktor-Zblle' (1) 
werden waiirend des Wachstums von der Matrix (Medium) 
getrannt und einer Hochanreicherung zugefQhrL Diese 
Hochanreicherung ist variaba! und kann im Extramfall betie- 
^ big oft wiederhoK werden. 

Aufigrund chemisch, physikarischer Mechanismen wind diese 
L Hochanralcherung durchgefuitrt und mit gleicher 'Massen- 
flu&-Technik' den spazieilen Detektoranordnungen zuge- 
fQhrt. 
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Beschreibung 

Die Erfinduog betnfft ein Verf ahren zur Messung des 
Keimgehaltes fiber die freigesetzten Stoffwechsel-Zwi- 
schen- und Endprodulcte in einer speziellen Medium- 5 
Kultur unter Anwendung eines stdnmgsfireien, opd- 
mierten Wachstumsprozesses in einer besonders kon- 
stniierten "Gaszelie" als Tleaktor". Sie isoliert wShrend 
dieses Prozesses Medium von Bakterien und fuhrt die 
sehrunterschiedlichenStoffwecliselprodukte einer die- 10 
misch, phyrikalisdien Trennung und Hochanreichenmg 
zu. Die neuen, apparativen Konstrukdonsmerkmale bil- 
den ^e Einheit Sie simi nicfat voneinander trennbar, da 
sonst das System nicht funktioniert 

Das erfindungsgemlSe Verfahren findet seinen Ein- 15 
satz in der Mibx)biok>gie. £s findet dort Einsatz, wo 
sehr schnelle Ergebnisse in unteren Keimbereichen von 
etwa 0 bis 100 bzw. 1000 KBE/ml bzw. & gefordert 
werden. Die Hauptanwendung ist als analytisches Ver- 
fahren zur schnellen Detektion von Mikroorganismen in 2) 
kritischen Bereichen konzipiert Sie weicht voUstandig 
ab von den bekannten Konzepten des Standes der Tech- 
nik — egal welcheBeispielegenannt werden — da keine 
(wie iiblich) Voranreicfaerung (selekdvAiichtselekdv) 
stattfindet 25 

Sie ist veigiddibar mit der Idee der "^-Tedmik" die 
dne "Muhiplier-Funktion* als Reaktionsscbritt eines 
Teils der ZeUe (DMA) zur Hilfe nimmt Sie uberwindet 
aber jeglidie Art und Nachteile von Transfer-Schritte" 
Alle bekannten Techniken zeigen nidit die vorgeschla- 30 
gene Vorgehensweise — sondem praktizieren eher das 
GegenteiL Die konstruktive erste Stufe der vorgeschla- 
genen "Gas-Zelle" als Reaktor steht im konstruktiven 
Gegensatz des klassischen Perkulationsapparates (Zu- 
leitung von Nihrstoffen) oder bekannten aeroben Fer- 35 
mentem, da in der vorgesdilagenen Methodik eine Ab- 
fOhrung von Medium zeitlich erfolgt, die eine Konzen- 
trationserhdhung von Bakterien in der Kultur zur Folge 
hat, wobei aber zeitglekdi Bakterien vom Medium ge- 
trennt werden. Es ist kdn Verfahren bekannt» das in 40 
einer statischen Kultur unter den optimierten Bedingun- 
gen so verfahrt, da es im Gegensatz zur Lehrmeinung 
steht 

In einem Kulturmedium laufen zeitgleich versduede- 
ne Reaktionen, je nadi Zusammensetzung des Me- 45 
diums»Anteilan: 

Sauerstolf, Temperatur, pH-Wert, lonenkonzentration 
von anorganischen Verbindungen, organisdie Poiymere 
bzw. monomere Verbindimgen» Kohlenstoff-, StickstoCf- 
Quelle, Ladungszustande von Verbindungen und Mole- 50 
Idilen als Elektron-Donator oder Eletoon-Akzeptor 
(Redox<<jleichgewidite)i anorganische lonenkonzen- 
tration, metabolisdie Zwisdien- oder Endprodukte so* 
wie H+-Ionenkonzentration des Systems als audi der 
Pka-Wert der Puffersysteme(Ioumal of General Nficro- 55 
biology (1985X 131, 3055-3076, JJD.Owens) ab, 

Besondere Aufinerksamkdt verdient audi die Kon- 
zentration an OO2 m einem Medium, da bei geeignetem 
Puffersystem (pH-Wert) dieses als HCOr vorliegt, da 
sehroftgroBeMengenanKohlendioxydalsPrimSr-Re- 60 
aktion durdi Mikroorganismen gebildet werden. 

Verindert man die Atmosphare eines Mediums um 
streng anaerobe Bedingungen einzuhalten, kann man 
beispielsweise fluditige Fettsauren mittels Gasdiroma- 
tographie — als Fmgerprinting — detektieren (Virginia gs 
Polytedmic Institute and State University Anaerobe 
Laboratory Bladcsburg, Virginia 1972). 

Um es vereinfadit darzustellen kann man folgende 



grobe Aussage verallgemeinem: 
Poiymere Verbindungen — dh. MakromolekOle wer- 
den abgebaut zu monomeren Verbindungen, beispiels- 
weise Proteine von Bakterien umgesetzt zu Aminosau- 
ren, die wenn hiihzeltig detektiert zur qualitativen und 
oder quantitativen Bestimmimg herangezogen werden 
konnen. Zucker werden von Hefen abgebaut zu kurz- 
kettigen Peptiden oder beispielsweise Lipide von 
Schimmelpilzen zu kurzkettigen organisdien S§iiren 
usw. Die Zahl der Publikationen ist endlos. 

Vide heute (Stand der Tedmik) bekannte Methoden 
messen mit en^rechend«rTechmk(Beispid: Ldtfliug- 
keitstecfanik) direkt im Nahrmedium und errddien da- 
bei eben nur eine Konzentrationssdiwelle von etwa 106 
Keimen 1 ml, d h. sie benotigen zur Detektion von ei- 
nem aktiven Mikroorgamsmus ca. 24 Stunden bei nidit 
selektivem Medium (Gesamtflora bzw. Gesamtkeim- 
zahl aerober, mesophiler Keime). 

Das gleidie zeididie Problem wird nicht geldst bei 
alien anderen, heute praktizierten Methoden (soweit sie 
uberhaupt quantitative Ei^ebnisse lief em kdnnen) wie: 
Biolummeszenz- ATP, EUSA, Flow ^tometiy, DNA- 
Probes (hybridisation)^ ELFA, PGR av^jn. 

Der Levd des SdiweOenwertes ist untersdiiedlidi — 
aber kdne besduriebene Methode erreicht Werte unter 
1000 Kdme / ml in "real time'. Jede Methode greift 
zurQck auf Voranreicherungssdiritte etc. Keine der 
oben genannten Methoden ist "ON-LINE"ahig oder 
lauft als Gesamtsystem fur alle Keime automatisdi 
-^realtime" 

Davon ausgehend liegt der Erfindung die Aufgabe 
zugrund^ ein sdmell imd sicher arbeitendes Verfahren 
mit einer entsprechenden Vorrichtung zu schaffen, das 
kontinuierlich bzw. semikontinuieriich arbeitet, in einem 
geschlossenen System. Das in der Lage ist in kOrzesten 
Zeiten (Minuten) Ergebnisse (KBE/ml) zu liefem aber 
Transfer-Schritte'' vermddet Das im gesdilossenen 
System als Anfangs- bzw. Au^gangsbedingung; Sterilit&t 
gew3hrieistet und "ON-LINE" automatisdi abl^uft so- 
wie als "qua^^Real-Time-Methode" besteht 

Als tedmiscfae Losung wird mit der Erfindung verf ah- 
rensmafiig vorgeschlagen ein optimiertes Wachstum 
unter ganz speziellen Kriterien durchzufOhren, wobei 
Gasstrdmung zur Schaffung von aeroben oder anaero- 
ben Bedingungen oder deren Zwischenzustande herbei- 
gduhrt wird Alle bekannten Gase sind zulassig — oder 
deren beliebige Mischung. Das Ziel dieses Sc^ttes ist 
es, mit dner definierten, gewdhlten Temperatur fOr spe- 
zielle Mikroorganismen optimale Wachstumsbedingui^ 
zu sdiaffen, um zeitgleich Medium von Mikroorganis- 
men zu trennen, So^echselprodukte von Mikroorga- 
nismen einer Hochanrddierung zuzufQhrea. 

Wichtig fOr (tie Detektk>n von aktiven Mikroorganis- 
men — die fiber die Stoffwechselaktivitat frilhzeitig de- 
tektiert werden sollen — sind folgende Kriterien: 

Optimale Bedingungen des Wachstums durch: 

L Bereitstellung eines optimaien Nahrstoffangebo- 
tes (N-,C-Quelle) und vidfach Qberfadhte Substrat- 
konzentration 

IL opdmaler Temperaturbereich * Inkubation- 
straiperatur 

QL Aerobe- bzw. anaerobe Atmosphare oder deren 
ObergangszustSnde — auch als L5slichkdt im 
Nihimedium 

IV. optimaler pH-Wert (PufTersystem) tmd homo- 
gene Verteilung. 
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Da auch ein einzeiner nachzuweisender Mikroorga- 
nismus aktiv im Soffwechsel sein mu6, wenden alle bis- 
her bekannten Verfahren einen ersten Schritt an, um 
eine Anzafal von z. E Bakterien mengenm^ig auf einen 
Level zu bringen, um mit einer nachgeschalteten Me- 5 
thode, diese auf sehr unterschiedliche Weise, zu erfas- 
sen. 

Dieser erste Schritt mufi aber schon optimiert werden 
in bezug auf Wachstumsgeschwindigkelt Das ist ein bis- 
hra^ger Nachteii bestehender Verfahren, die oicht kon- 10 
sequent genug /lieses umsetz^ z. B. im mikrobilogi- 
schen Aiudysengerat Dieses fuhrt zu einer neuentwik- 
kelten Wachstummlle als Reaktor der diese Bedingun- 
gen herstellt, und im mikrobiologisdien Analysator ein- 
gesetztwird 15 

Will man Mikroorganismen (heute) qualitativ nach- 
weisen, genugen bekannte Verfahren der Voranreiche- 
rung. Dieses wird in der Regel fiir pathogene Keime 
durchgefuhrt Aber auch andere Verfahren fuhren Vor- 
anreicherungen durch um im Nachhinein mit klassi- 20 
schen Methoden 'Xoloniebikiende Binheiten" pro Volu- 
men oder Cewicht zu erf assen. 

Nacfateil dieser Verfahren sind in der Regel Transfer- 
Schrkte, wo Mikroorganismen gestreBt, ladiert werden 
undeininGanggesetzterStoffwecfaselschrittunterbro- 25 
chen wird. Die Folge ist ein Verzogenmg des Wachs- 
tums als nicht optimale Bedingung. Dieses gilt es zu 
vermeiden. Auch ist ein Voranreicherungsschntt mit 
dem Nachteil behaftet, daS eine Kalibrierung mit Hilfe 
des klassischen Plattengufiverfahrens verflilscht wird! 30 

Beti^chtet man einen einzelnen Mlkroorgani^us 
und beispielsweise dne Reaktion, wo Enzyme^ po^ere 
Verbindungen spahen zu monomeren Verbindungen, 
kann durch diesen Sachverhalt wenn er durch genligend 
voiiiandene Biomasse gededct wird, auf sogenannte 35 
"Prin^-Reaktionen'' geschlossen werden. Hierbei sind 
die chemischen und physikalisdien Eigenschaften der 
neu entstandenen Verbindungen entscheklend , Z.B. 
Beispiel — eine Aminosam*e. 

Es muB also durch entsprechende Kulturbedingungen 40 
eine Reakdon gefdrdert werden die entsprechende Re- 
aktionsprodxikte liefert in genugend hoher Konzentra- 
tion vm eine Bestimmung durchzufOhren, da die Gene- 
rationszeit eines Mikroorganismusses niclit beliebig re- 
duziert werden kann. 45 

Dieses ist der genaue Ansatzpunkt des neuen, voxge- 
schlagenen Verfahrens und entsprechender Vorrich- 
tung. 

A. Es wird eine optimale Kulturbedingung herge- 50 
stellt 

B. Die nach kurzer Zeit entstandenen Reaktions- 
produkte werden aufkonzentnert um so eine De- 
tektion nach kurzester Zeit durchfOhren zu konnen, 
die durchaus kurzer sein kann als eine Generations- 55 
zeit eines Mikroorganismusses, da die Reaktions- 
produkte in Summe schon so hoch sind, daB vor 
einer ersten kompietten Zellteilung eine Bestim- 
mung durchgefuhrt werden kdnnte. 

Allein durch diese Vorgehensweise: a. optimale Kul- 
turbedingung gleich hochste Ausbeute pro Zeiteinheit 
und b. Aufkonzentration der Reaktionsprodukte zu ei- 
nem Level der eine Messung im sub-ppb-Bereich er- 
moglicht, da eben keine Mikroorganismen aufkonzen- es 
triert (vorangereichert) werden, sondem die aus ihnen 
entstandenen Stoffwechsel-Reaktionsprodukte. 

Da das Verfahren in vitro ablauft, also ein w&Briges 



Medium vorherrscht, werden geeignete Mechanismen 
und Techniken emgesetzt die einen 'On-line*' Betrieb 
des Gesamtsystems (Fig. 1) ermogiichea Da es sich in 
der Regel um losliche, teiiweise dissoziierte Verbindun- 
gen (Molekule) oder anorganische, ionisdie Verbindun- 
gen handelt, werden diese an lonen-Austauschem auf- 
konzentriert (Stulenschaltung), um mit emem geeigne- 
ten Eluens als scharf e Bande OPeak — Gaussche Vertei- 
lungskurve) eluiert zu werden, um dann je nach Stoff- 
klasse und chemischer Konfiguration (fimktionelle 
Gruppen) chemisdi modifiziert ^eaktion, z. B. Amino- 
sSuren mit o-Diphthalaldehyd oder Ninhydrin etc) einer 
Bestimmung zuganglich gemacht zu werden, in Form 
von z. B. fluoreszierenden Verbindungen die im Fluores- 
zenzdetektor,detektiert zu werden. 

Es wurden Applikationen gefahren, die fiber diesen 
'Aufkonzentrierungsschritf* mfihelos den *ppt-Lever 
erreichten. Das bedeutet konkret, dafi die von einem 
Mikrooiganismus frdgesetzte Menge aii Idslk^en Stof- 
fen, die z. B. die Lettf ahigkeit verandem ausreicht, um 
einen Nacfawds,zufuhrea 

Erne andere Variante ware die lonenkonzentration 
im Gesamtsystem der waBrigen Matrix da bei Wachs- 
tum von Mikroorganismen eine Zunahme oder Abnah- 
me von lonenspezies registriert werden konnea Durch 
ein geeignetes Saulemnaterial (lonenaustauscher) wird 
wiederum aufkonzentnert, durch eine SSulenschaltung 
(F3g« 2) wird eluiert und die Konzentrationsbande im 
geeigneten Detektionssystem (Fig, 3) — Lehfahigkeits- 
detektor bestimmt als Konzentrations-Peak. Dieses laBt 
sidi je nach StofOdasse beliebig modifizieren um ver- 
schiedenste Nacbwdstechniken, zu adaptieren. 

Folgende Kriterien werden zur Optimierung heran- 
gezogen und sind durch die konstriiktiven Merkmale 
der Vorrichtung rndghch geworden: 

a. Steuerbare (Gasfhifi) Zufuhr von Luft oder Gas- 
mischungen betiebiger Zusammensetzung die vor- 
temperiert sein konnen aber in jedem Falle von 
Mi]axx>rganismen 100%-ig befrdt smd, durch ent- 
sprechende Techniken. 

aa. Eine (Vor-)GaskuhluQg ist ebenso vorzusehen 
um im Bedarfsfall Tonperatur-Gradienten zu fah- 
ren. 

aaa. Auch eine IntervailschahuQg des Gasflusses 
(Pulsen) ist vorgesehen. 

b. Ein konstanter Partialdruck und somit eine be- 
stinunte Ldslichkeit von z. B. Sauerstoff wird durch 
die konstruktive MaBnahme — eines Strdmungswi- 
derstandes (Filter) — siehe Fig. 1/Teil 11, umge- 
setzt Er dient gleichzeitig zur Wasserabscheidung. 
c Durch konstruktive Parameter der Bodenfritte 
gelingt es Turbulenz zu erzeugen, die einen nStigen 
Ruhreffekt bewirkt Das bewirkt eine Verhinde- 
rung von KlumpenbOdung (keine Mikrostandorte). 
Zugleich dient es emem homogenen NahstoKaoge- 
bot pro Zeit (Substratkonzentratk>n)L 

d. Der "Xjaszellen-Reaktor* weist zwei Stromungs- 
ausgSnge auf (Fig. 1/13). Diese Ausgange dienen 
zur zeitlichen Austragung von Medium und verhin- 
dem durch eine T^embranfritte'' (0,4p. bis 0,2ji): 

a. den Abtransport von Bakterien 

b. das EinstrSmen von Gasblasen in die Leitungen. 

e. Das MehrwegeventU (15) ist m der Schaltung zur 
Pumpenseite offen ebenso zur Zelie (Membranfil- 
ter) und hat im jetzigen Stromungsbereidi auch die 
Kartuschenseite (16) bzw. Siulenseite gedfhiet um 
im PC kontrollierten Mode z.B. 100^ Medium, zu 
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fordent Nacb defimerter Steuerungszeit schUefit nur wenige Minuten bendtigt, ist es wichtig die Genera- 
das Ventil (15) wieder und hat unter BerQcksiditi- tionszeit der Mikrooiganismen zu berQckachtigen, da 
gungdesTotvolimensvonLditunguiidSSUileunter es natOrlich MCVs gibt, die einen sehr inaktiven Stoff- 
ggf. zur Hilfenahme eines Eluenten (z. B. wafirige wechsel bzw. langsamen vorweisen Hier genugt es die 
L5sung) das Aufgabevolumen von 100)il auf einen 5 erste automatische Probennahme (z. B. 50 oder lOO^xl) 
lonenaustauscher aufkonzentriert erst nacfa 30 Minuten erfoigen zu lassen und nicht wie 
L Durch Wechseln des Eluenten (Ventilumschal- beispielsweise fOr kolifonne Keime oach 12 bzw. 15 Nfi- 
tung) wild nun in Richtung Magnetventii (Mehr- nuten. 

port) (17) eiuiert, um mit entsprectienden Eluenten Da Konzentrationen im MassenfluB bestinunt wer- 

von der Saule eine schmale Konzentrationsbande lo den, konnen diese "Aufgabemengen" variiert und gun- 

des angereicherten Stoffes (lonen, Carbonsauren, stig beeinfluBt werden. Das gilt genauso fur den Auf- 

Anunosauren usw.), zu eluieren. Eine nacbgeschal- konzentrierungsschritt und das Elutk)nsvolum«i und 

tete Saule bzw. Kartusche kann diesen Vorgang die Elutionsgeschwindi^dt auf einerstation3ren Phase, 

wiederholen: Eine WeiterbOdung des erfindungsgemaBen Verfah- 

f 1. und kann entweder durch dne vdllig andere sta- u. rens schlagt die quantitative Erfassung mit bekannten 

tionire Phase aus diesem angerek^erten Buenten Algorithmen ahnlidi der Chromatographle vor, wo eine 

eine andere Stoffklasseabtrennen Fl^che unter der Kurve einer bestimmten Konzentra- 

f2. Oder durch Offoen des Mehrportventiles (17) ein tion entspricht Berechnungen fiber intemen oder exter- 

Reagens wie z. E o,-D^>hthalaldehyd in entspre- ner Standard sind mdglich. Die Zunahme der beispiels- 

chender Menge und Konzentration unter Emsatz 20 weiselonenkonzentration in einer bestimmten Zeit,z.R 

eines Temperatur-Coils zur Reaktion bringen um 15 Minuten kaim durch drei Messungen — sprich 3 Pe- 

einfhioreszenzfahigesDerivatzuexiialten, akhohen — dargesteUt werden. Verbindet man diese 

fuhrt aber im Normalfall nach erster "Tiochanrei- Hdhen (Scheitelpunkt der Kurve des einzelnen Peaks) 

cherung" die aufkonzentrierte "Sto^Fmenge** im Elu- miteinander entsteht eine Kurve (^ische exponentielle 

ens einem Detektor zu. Im dnfacbsten Fall ist die- 2& Funktion)diedemWacfastumsvorgaQg(Wachstumskur- 

ses dn High-Performance-Leit&higkeitsdetdctor, ve) entspricht 

der durch Veigldchsmessung der Referenzzelle Der Vergleich mit der traditionellen Methode (Aus- 

und ProbouneBzelle (Hg. 3) em analoges Signal streichen auf Agarplatten/MPN-Verf ahren) gewonne- 

zur Anderung der Leitfab^keit registriert nen Werte (KBE/g bzw. ml) ermoglicht die quantitative 

Durch geeignete Software ahnlich die der Chroma- 30 Bestimmung im Rechner. IBne logarithmische Darstel- 

tograpMe (bitegrator) erhalt man eine Fiache unter lung der Kalibrierung ist so mdglich und durch lineare 

der Kurve, die proportional einer Konzentration Regressionsberedmung der Varationskoeffizient dar- 

der lonen ist, bzw. bd andmn Detektoren (fie der stellbar. 

isolierten Stoflklasse. Eine weitere Weiterbildung des Verfahrens sieht eine 

36 erweiterteVorrichtungvor,ausgehendvonderGas-Re- 

Eine Weiterbildung des erfindungsgemaBen Verfah- aktor-Zelle (t), die eine im Durchmesser kleinere aber 

rens schI^vor,daB fur indirekte Messungen bzw. Me- aber etwas hohere Gas-Reaktions-Mischzelle (Fig. 4 

thoden beispielsweise Hef en oder Schimmei in einem /32) vorweist, die mit Lauge (z. B. KOH) oder anderen 

selektiven optimierten Kulturmedium gezdchtet wer- Reagenzienbefulltist(PbAc,HgQ2USW.j. 

den um gasfomuge Reaktionsprodukte wie hier CX>2 40 Hier werden durch Triinar-Reaktion*' der von den 

nachzuweisen. Mikroorganismen erzeugten, gasformigen Stoffwech- 

Zur Optunierung inneihaJb der Gas-Reaktor-Zelle (1) selprodukte wie beispielswdse OOzi NH3 usw. che- 

wird durdi das Sq;>tum-Port (2) ein Enzym zur Reak- misch zur Reaktion gebracht und wie beschrieben um- 

tionsbeschleunigung zugesetzt (z. B.: Kohlensaure-Deh- gekehrt, als z. B. Abnahme der OH '-Konzentration re- 

ydratase). Da Enzyme nur in bestimmten pH-Ber^chen 45 gistriert Je nach lonen-Spezies und Auswahl des lonen- 

arbeiten wird dieser Port auch zur automatischen Ab- austauschers konnen hier Nachweise geschehen im 

pufferung des N^hrstoffinedimns eingesetzt Massenflufi-Leitf&higkeits-Detektor. 

ManleitetdanneinfachdasquantitativerzeugteKoh- Ein Ausfuhrungsbeispiel einer erfindungsgemaSen 

lendioxyd in erne Lauge z. R 0,1 molare KOH und miBt Vorrichtung zur "Erfassung" von Keunen wbd nachfol- 

die Abnahme der OH~-Ionenkonzentration zur Refe- 50 gend anhand der Zdcfanimgen beschrieben. In diesen 

renz-Zelle. Hn geeigneter lonenaustauscher wird vor- zeigt: 

geschaltet und wiederum die aufkonzentrierten lonen- Fig. 1 Ansicht einer Gaszellen-Reaktors zur Erf as- 

Speziesnachgewiesen. sung nicht gasfdnniger aus dem Stoffwechselprodukt 

Andere Reagenaden sind einsetzbar z.& als von lifikroorganismen stammmler Zwiscfaen- bzw. 

NHrNachweis 04m Schwefelsaure Oder for Schwefel- 55 End-Reaktionsprodulo^ niit zwei Bypass-L^tungen inr 

wasserstoffhadiweis Idsliche Kupf er-, Blei- oder Queck- klusive Flhem, Mehrwegventilen» S&ulen und T^idem- 

silber-Salzeusw. detektor. 

Eine Weiterbildung schlSgt vor, daB alle Messungen Fig. 2 Hne Saulenschaltung mit verschieden Saulen- 

Qber eine rechnergestutzte Verfahrensweise gesteuert I^n,Ventilen und Detektor. 

und ausgewertet werden, da man mit diesen neuen go Fig. 2/1 Einfache Konzentrier-Saulenschaltung mit 

Techniken in Detekdonsbereiche vordringt, die ohnehin einem Aufgabeventil 

voriier nicht erreicht wurden. Wichtig ist, daB alle Vig,3 Detailzeichnung einer Leitfihigkeits-Massen- 

lonenaustauscher Kationen- oder Anionen-Austau- FIuB-Zelle (Durchflufizelle) eines Kanales (Referenz- 

scher eingesetzt werden kdnnen, sowie alle z. B. in der bzw. MeBksmal) steUvertretend fOr beliebige andere Ld- 

Fliissigkeitschromatographie bestens bekannten IV§- 65 sungen. 

germaterialien und Eluenten, die aOe Bereiche dieser 1^.4 Ansicht dues Gaszellen-Reaktors fur gasformi- 

Tecfanik umfafit ge metabolische Reaktions-Endprodukte. 

Da der Zeitbedarf fOr den Aufkonzentrierungsschritt Fig. 5 Aufbau einer verdnfoditen Saulenschaltung als 
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Gesamtaniage. 



1 Gas-ZeHen-Reaktor 5 

2 Septum f Or Proben-Eiogabe 
SNahrmedium 
4Gaszufahrung 

5 Steigleitung (GaszufOhning) 

6 Deckel lo 
ZHahn 

8Steg 

9 Stromungskdrper 

10 Gasvertdlungsraum 

1 1 Gasstr5mungswiderstand / Wasserabschdder 15 

12 GasabfQhningsIeitung 

13 Filter / 0;2pjm mit Voj^ter integriert 

14 Mediumleitimg zur Konzentrations-Slule 

15 Mehr-Port-Schaltventil 

16Vor-Konzentriersaule 20 

17 Mehr-Port-Magnetventil (Derivadsienmg) 

18 Trennsaule oder Konzentriersaule 2 

19 Tandem-Detektor (Mess> und R^erenz-Signal) 

20 MediumleitUDg fur Ref erenzmessung 

21 Mehrportschaltventil 25 

22 Mehrportschaltventil 
ZuFig.1 

23 Eluens-Zufuhr 

24 Eluens-AbfluB (Volumenerfassimg) 
264-Port-Ventill 30 
274-Port-Ventil2 

28Vorsauie 

29 Konzentriersaule 

30 Trennsaule 

31Pumpe 35 
Zu Fig. 2 (Aufgabe-Position / Injekdonsventil) 

32 Reaktbnskammer fur gasformige Stoffwediselpro- 
dukte 

33 Gaszufuhrungsleitung von 1 

34Gasableitungvon32 40 

35 Entnahme-Port fOr Reakdons-Ldsung f&r Konzen- 
triersaule 

36 Eluens-Pumpe 
ZuFlg.4 

41 6-Port-Injektionsventil 45 

42 Konzentriersaule 

43 Probenpumpe 

44 Probenbehaiter (Gas-Zellen-Reaktor) 
45Abflufi 

46 Leitung zur TrennsSule 50 

47 Eluenten-Pumpe 

45 Controller (Vendl Probei^umpe) Detail A 
Umkehning der FluBrichtung Detail B 
ZuFSg.2/1 

49 PC mit AD-Wandler / Software zur Erfassung und 55 
Auswertung 

ZuFig.5 

50 DurchfluB-Zelle zur Leit^higkeitsmessung 

51 Eluens EinfluBrichtung 

52EluensAusgang 60 

53 Glaskapiilare mit sehr kieinem Volumen (^-Bereich) 

54 i^geschmolzene Elektroden 

55 Beispiel einer vorteilhaf ten Mefianordnung 
ZuFig.3 

55 

Patentansprudie 
1. Verfohren zur Detektion von Mikroorganismen 



— quantitativ und qualitativ im "Subppb-Bereich" 
innerhalb von Minuten unter aeroben-, anaeroben- 
Bedingungen oder deren Obergangszustlnden von 
mesophilen-, psychtrophen-, bzw. thermophilen 
Keimen, dadmch gekennzeichnet, da& eine Atmo- 
sphere erzeugt wird, die den optimalen Wachs- 
tumsbedingungen genau entspricht, bei der jeweili- 
gen, optimalen Temperatur (keimspeziEsch oder 
Gesamtflora aerober, mesophiier Keime) mit einer 
optimierten Nahrldsung als Puffersystem in einem 
Gas-Zellen-Reaktor unter Isolation (Abtrennung) 
vom Medium (gepufferte Nahrldsung) von Bakte- 
rien, um die in der Ndhrldsung enthaltenen Stoff- 
wechselreaktionsprodukte einer Hochanreiche- 
rungizuzufuhren. 

2. Verfahren nadi Anspruch 1, dadurcb gekenn- 
zeichnet, daB die Temperatur nur auf etwa 0,1*C 
genau konstant sein muB als Inkubationstempera- 
turderGaszelle. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Luft oder ein entsprechendes 
Gasgemisch erwSrmt und fiitriert bzw. entkeimt 
wird^uf gieiche Inkubationstemperatur und dann 
durch einen Stromungskdrper (Fritte) geldtet wird, 
wo durch aufsteigende, feine Luftblaschen (Gas- 
blfischen) im wSBngen N^hrmedium ein RjUurefTekt 
erzielt wird zur Vermeidung von Mikrostandorten 
und besserer Verteilung von Nahrstoffen 1 Reak- 
tionsprodukten im Substrat bzw. Medium. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet» daB Nahrbouillon uber einen Bypass ( 
Rohrleitungen) nach einer bestimmten Zeit (abhan- 
gig von der G^enerationszeit) im Intervail aus der 
Gaszelle herausgefdrdert wird und ein bestimmtes 
Volumen (z. R 100}i]) als MassenfluB, zu fordem. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurdi gekenn- 
zeichnet, daB der Volumenstn>m (Gas und FlQssig- 
kett) temp^ert konstant und reproduaerbar 
durchgefOhrt win! und in dnem drudcstabilen Sy- 
stem gesdiieht 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet» daB im Bypass ein Filter von 0,4p. bis O^p. 
vorgeschaltet wird mit unterschiedlichen Materia- 
lien bestimmter Afflnitat zu waBrigen Losungen, 
durch der der Volumenstrom geleitet wird zur 
Ruckhaltung von Mikroorganismen aus der Nahr- 
ldsung. 

7. Verfahren nach Anspruch 6» dadurch gekenn- 
zeidmet, daB der Volumenstrom der Flussigkeit 
(Ld. Regel Medium) durch eine oder mehrere Sau- 
len, Kartuschen mit spezieller Fullung geleitet wird 
& Verfahren nadi Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die FQOmaterialien als stationare Pha- 
se,wie lonenaustauscher (Kation- u Anionaustau- 
scher), Gele» Adsorptionsmaterialien^ Surpressor- 
Membrane» Mischharze usw. die einen lonenaus- 
tausch, lonenauschluB, lonen-Paarbiidung und Ad- 
sorption oder GrdBenausschluB und deren Zwi- 
sdienzustande ermdglichen, einzusetzen. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 —8, da- 
durch gekennzeichnet, daB ein Volumen uber eine 
"^ule" gegeben wird, die durch emen fremden, an- 
deren Eluentenstrom gefdrdert bzw. befdrdert 
wird dessen Zusammensetzung andersartig ist als 
das Volumen, das aus der GaszeUe (Nahrldsung) 
stammt 

10. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 —9, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Volumenstrom 
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durch eine Pumpe (alle Arten von Pumpen) oder 
Dnick irgendeiner Form bewerkstelligt wiid. 
11. Verfahren nach einem der Anspruche 1—10, 
dadurch gekennzeichnet^aB Reaktionsprodukte 
die aus der GaszeUe (Reaktor) Qber den Bypass 5 
gefdrdert, Qber eine oder mehrere S^iden aufkon- 
zentriert oder chemisdi modifiziert wurden imd in 
unterschledli d ien Detektorsystemen nacfagewiesen 
wmien (UV, Fluoreszenz» Leitfahigkeit, Ampero- 
metrie, lonen-Sensitive-Elektroden, Lumineszenz) 10 
kdnnen. 

IZ Verfahren nach einem der Anspruche 1—11, 
dadurch gekennzeichnet, da6 Saulenschaltungen 
mit entsprechenden inerten, druckbestandigen 
Ventilsitzen zur Kombination unterschiedlicher 15 
lyenn-y Aufkonzentrier-Saulen und/oder zur Kom- 
bination unterscihiedlidier Oetektorsysteme hmn- 
gezogenwerden. 

13. Verfahren nach emem der Anspruche 1—12, 
dadurch gekennzdcfanet,dafiTenq>eraturii:ompen- 20 
sation des R^erenzkanals und Me&kanals beliebi- 
ger Detektoren fiber eine PC (Computer gestutzte 
Gesamtsteuerung mittels Software)-Ldsimg durch- 
gefuhrtwinl 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 25 
zeichnet, dafi das AusgangsmeB-Signal im Kom- 
pensation-Mode fiber geeignete Software mittels 
Algorithmus aufbereitet wird um Stdrsignale, Rau- 
schen zu eliminieren und Empfindiichkeit zu std- 
gem. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 — 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Gas-ZeQen-Re- 
aktor zur Ana^se von Gasen, insbesondere hah 
eingesetzt wird (Continuous Air Monitoring — 
kontinuieriiche LuftOberwadiungX as 

16. Verfahren nadi einem der Anspruche 1—15, 
dadurch gekennzeidmet, daB die Gaszufuhr lami- 
nar strdmend ist, durch den optimierten Stro- 
mungskorper tritt um so Mikroorganismen ,stress- 
frei ohne subletale SchSdigung in die Nahridsung 40 
zu transportieren (hier: Keim-Analyse von Luft). 

17. Verfahren nach einem der Ansprfidie 1—16, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zum Befullen des 
Gas-Reaktors (Fig. 4/32), zum Nachweis von stoff- 
wechselfireigesetzten Gasen, wie CO2, NH3 und 4s 
H2S, mit Uugen (KOH, NaOH) oder Sauren 
(Sdiwefelsaure, Essigsaure) oder Sahlosungen zur 
FaUun^reaktion ^^e Ki^ferchlorid, Bleiaceta^ 
QuecksiIberchk>ritQ in rat^rechender Konzentra- 

tioninden"Neben-Gas-Reaktor*(F|g;4/32)einge- 50 
setzt werden. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1—17, 
dadurch gekennzeichnet, daB Reagenzien zur Deri- 
vatisierung (z.B. Ninhydrin, o-Diphthalaldehyd) 
mittels Ventilschaltung und Pumpe (Reagenzien- 55 
pumpe) in ein thermostatisiertes Coil oder Reak- 
tionskammer automatisch gefdrdert bzw, dosiert 
werden, um das neu entstandene Derivat (z.R 
FIuoreszenz-Derivat) im geeigneten Detektorsy- 
stemnachzuweisen. go 

19. Verfahren nach einem der Ansprfiche 1—18, 
dadurdi gekennzeichnet daB Volumma (Medien- 
austrag aus dem Reaktor) , Aufkonzentrierge- 
schwindigkeit auf eine stationare Phase, Forderge- 
schwindigkeit des Eluens sowie des Reagens zur 55 
Derivatisierung automatisch, nach den Erfordemis- 
sen als Volumenstrom variiert werden kdnnen (PC- 
Steuerung). 
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20. Verfahren nach einem der Ansprfiche 1—19, 
dadurch gekennzeichnet, daB aucfa ein geschlosse- 
nes GefaB — nur mit der durch die Ffillhdhe des 
Nahrmediums freibleibenden Headspace" (Kopf- 
raum) geffillten Gases unter Normalbedingung — 
ausreicht, um wie beschrieben den MassenfluB (Ab- 
transport des Mediums zur Konzentrier-Saule / 
Abtrennung von Mikroorganismen) durchzufflh- 
ren. 

21. Vorrichtung zur Durchfuhnmg des Verfahrens 
nach einem der Ansprfiche 1—20, gekennzeichnet 
durch ein GefaB (1) - ein Gas-Zellen-Reaktor, in 
das GefaB (1) eingeleitete Gasgemisch (4X durch 
eine Leitung (5X mit Gas-Sanmielraum (10) und 
Umleitungssteg (9% in dem GefaB (1) enthaltene 
Nahrmedium (3) zum Emtrag der Probe verwende- 
te Septum-Port (2), zur homogenen Erzeugung von 
Gasblaschen enthaltener Strdmungskdrper (9), zur 
Trennung von Mikroorganismen vom Medium ein- 
gesetztes Filtersystem (13), zum AnschluB von 
Pumpen-Systemen an automatische Ventile (15, 17, 

21. 22) zum Transport auf Vorkonzentriersaulen 
(16) Oder Trenn-Saulen bzw. Kartuschen (18) und 
Zufuhrung zur Detekdon nach Aufkonzentrierung 
und Elution als scharfe Konzentrationsbande zu ei- 
nem I>etektor-System (19). 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch ge- 
kennzekhnet, daB ein Stromungskdrp^ (Fritte) aJs 
Stromungswiderstand fur glddhbleibenden Drudc 
innerhalb des geschlossenen Systems sorgt (Reak- 
tor-Gas-Zellenkop^ 11) und gleichzeitig Wasser 
abschddet (audi bei stoffwechselfreigesetzten Ga- 
s^/Fig.4X 

23. Vorrichtung nach einem der Ansprfiche 1—22, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur automatischen 
Dosierung mittels einer Pumpe — PC/Software 
kontrolliert, fiber Messung der H-Ionenkonzentra- 
tion in der Nahridsung — fiber das Septum-Port 
(Leitung) zum Abpuffem des Mediums bei la^ge- 
rem Monitoring dngebracht wird. 

24. Vorriditung nach einem der Ansprfiche 1—23, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die GaszeUe (Reak- 
tor) einen optunierten Strdmungskdrper besitzt als 
geometrische Form d^ Kanal^re, mit einer be- 
sthnmten PhasengrenzQidie als A£&utat zu wIBri- 
gen LSsungen (Channd-Effekt, K^Olareffekt^ da 
dieser Bfifekt dh^kt die Austauschkapazitat zu um- 
gebender FlQssi^ceit beeinfluBt (Definition nadi 
HenryX 

25. Vorrichtung nach emem der Ansprfiche 1—24, 
dadurch gekennzeichnet, daB Saulenschaltungen 
mit entsprechend inerten, druckbestandigen Ventil- 
sitzen zur Kombination unterscbiedlidier Trenn-, 
bzw. Aufkonzentrier-Satden und/oder zur Kombi- 
nation unterschiedlicher Detektor-Systeme heran- 
gezogen werden. 

26. VorrichtuQg nach einem der Ansprfiche 1—25, 
dadurdi gekennzdchne^ daB dn Massen-FIuB-De- 
tektor (Fig* 3) als Emzel- oder Tandem-Detektor 
eingesetzt wird. 

27. Vorrichtung nach einem der Ansprfiche 1 —26, 
dadurdi gekennzeichnet, daB die Gaszufuhr m die 
Reaktorzelle steuerbar ist (Volumenstrono/Zeitein- 
heit), auch gepulst werden kann oder aber erwarmt 
bzw. abgekfihlt werden kann um un Bedarfsfall m 
der Reaktorzelle (1) Temperaturgradienten zu fah- 
ren. 

28. Vorrichtung nach einem der Ansprfiche 1—27, 



DE 196 05 753 

11 

dadurch gekexmzeichnet, daB ein konstanter Parti- 
aldruck von Gas auch geldst in einem wafirigen 
Medixim in der Reaktorzelle (1), aufrechterhalten 
wird durch Filtermembranen ais Strdmungsaus- 
gang (13) zu der Siulenscbaltung im Hochanreicbe- 5 
nmgsprozeB und geeignetes Membran-Material 
be]inGasausgaiig(FritteFig. 1 ii.4/Detail 11), 

29. Vorrichtung nadx einem der AnsprOche 1—% 
dadurch gekennzeidmet, daB die Reaktorzeile 
durch automatische, ansteuerbare Vendle (Figy?) 10 
Oder manueli bedienbare, gasdichte Hafane ge- 
schlossen sind,inn von Beginn an, ein steriles» ge- 
schlossenes System vorliegen zu haben. 

30. Vorrichtung nadi einem der Anspruche 1—29, 
dadurch gekennzeichnet, da0 (Ue Reaktorzette aus 15 
verschiedenen Materialien bestehen kann: wie Glas 
Oder diverse Kimststoffe die autoklavierbar dnd, 
um ggt ein Disposable (Ferdgzelle mit Medium 
steril befOllt) einzusetzen. 

31. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1—30, 20 
dadurch gekennzelchnet, daB eine zusitziiche Gas- 
Reaktions-MischzeDe (Fig. 4/ Detail 32) an der 
Gaszelle (1) angebracht wurde in dem sich Laugen, 
Sauren oder Salzldsungen befinden, die mit den 
gasfdrmigen Stoffwechselprodukten der Mikroor- 25 
ganismen, reagi^en. 

32. Vorriditung nach einem der Anspriiche 1—31, 
dadurdi gekennzelchnet, daB dne Pumpe zum 
Transport von Gas in die ZeOe vorgescfaaltet oder 

nadigescbahetwird(Saugen). 30 
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